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摘要 : 昱 皮 调 节 转 录 因 子 (hommone receptor 3, HR3) 在 昆虫 赔 皮 过 程 中 启动 赔 皮 相关 早期 基因 簇 表 达 , 并 抑制 凡 皮 相关 晚期 基 
因 簇 表达 ,对 昆虫 暗 皮 级 联 反 应 起 着 关键 的 调控 作用 。 利 用 合成 的 特异 性 引物 通过 RT-PCR 扩 增 了 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 
虹 应 调节 转录 因子 CHHR3), 并 与 pGEX-4T-1 载体 连接 ,在 大 肠 杆 菌 Escherichia coli DHSa 内 进行 扩 增 ,经 过 PCR GEAR OT 
HHR3-pGEX-4T-1 重组 质粒 。 用 该 质粒 转化 大 肠 杆 菌 表达 菌株 B 并 进行 诱导 表达 , 获得 了 与 谷 胱 甘 肽 -S$ 转移 酶 (GST) 融 合 
表达 的 HHR3 包涵 体 ,分子量 在 94 kD 左右 ,通过 无 离子 去 垢 剂 CAPSC3-[L cyclohexylamino J-1-propanesulfonic acid) 变 性 、 复 性 后 获 
得 了 可 溶性 GST-HHR3 融合 蛋白 ,经 凝血 酶 裂解 和 SDS-PAGE 分 离 得 到 纯化 的 HHR3, 经 蛋白 质 N- 端 测序 确认 表达 正确 。 用 重 
组 表达 的 HHR3 BRAS, HS SH HHR3 多 克隆 抗体 ,免疫 印迹 检测 显示 该 抗体 对 HHR3 有 特异 性 识别 能 力 ， 可 以 用 于 
HHR3 功能 与 调控 等 下 游 研究 。 兔 疫 印迹 检测 结果 还 表明 ,HHR3 在 5 龄 向 6 龄 暗 皮 的 幼虫 脂肪 体 中 高 表达 ,在 进入 6 龄 24h 
的 幼虫 脂肪 体 中 含量 明显 下 降 , 在 6 龄 72 h 的 幼虫 中 肠 中 没有 检测 到 HAR 表达 ;成 虫 卵 沫 中 有 HHR3 表达 。 
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Recombinant expression and purification of inclusion bodies of the molt-regulating 


























transcription factor HHR3 from Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) 
ZHAO Xiao-Fan, JIANG Xiao-Juans XU Yun-Ping» LIU Yan-He» WANG Jin-Xing (School of Life Sciences: Shandong 
University» Jinan 250100, China» 

Abstract: Molt-regulating transcription factor 3 Chormone receptor 3, HR3> plays important roles in regulating expression 
of tissue-specific genes involved in insect molting and metamorphosis» which initiates expression of chitinase and 
proteases but represses expression of larval cuticular protein and eclosion hormone during molting. The cDNA encoding 
the molt-regulating transcription factor 3 was cloned with RT-PCR using gene specific primers from Helicoverpa armigera . 
A recombinant expression plasmid» HHR3-pGEX-4T-1, was constructed and the protein was expressed in BL21 strain of 
Escherichia coli. However, the expressed target protein formed complete inclusion bodies of the molecular size 94 kD. 
The inclusion bodies were solubilized by being denatured with CAPS(3-L cyclohexylamino J-1-propanesulfonic acid) and 
refolded through dialysis against Tris-HCl buffer. After cleavage with thrombin, the target protein was separated by SDS- 
PAGE and confirmed with N-terminal amino acid sequencing. This recombinant HHR3 was used as an antigen for 
preparation of rabbit polyclonal antibody. The immunoblotting results indicated that the antibody was specific to HHR3 
from H. armigera and can be used for further research on the function and regulation of HHR3. Moreover. HHR3 
showed high expression in the fat bodies of 5th toward 6th instar molting larvae and declined at 24 h post molting. HHR3 
was also detected from ovaries of the adult H. armigera» but not detectable from midguts the 6th instar larvae of H. 
armigera at 72 h after molting. 

Key words: Helicoverpa armigera; molt-regulating transcription factor: recombinant expression; purification; antibody 
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昆 忠 要 经 过 多 次 晓 皮 才能 化 晴 和 成 熟 ,这 种 生 
长 与 赔 皮 交替 的 生理 过 程 是 由 保 幼 激素 和 赔 皮 激素 
调控 的 。 赔 皮 时 , 赔 皮 激素 滴 度 升 高 , 幼虫 停食 少 
动 ,发 生 皮 层 溶 离 , 旧 表 皮 脱 落 , 完成 赔 皮 过 程 ; 随 
之 ,; 赔 皮 激 素 滴 度 下 降 , 保 幼 激素 滴 度 升 高 , 幼虫 进 
入 取 食 生长 期 (Riddiford，1993; Riddiford et al.» 
1999)。 昆 虫 晓 皮 过 程 是 由 一 个 调控 元 调控 的 一 系 
列 基因 组 成 的 级 联 反 应 (Huet et al.» 1995), FGM 
皮 早 期 基因 族 ,如 晓 皮 调节 转录 因子 基因 、 香 白 酶 基 
因 、 几 丁 质 酶 基因 等 ; 晚期 基因 族 ,如 晓 壳 激素 基因 ， 
多 巴 脱 羧 酶 基因 等 ;还 有 间 期 基因 族 , MRR AR 
因 等 。 蚁 皮 激 素 与 晓 皮 激素 接受 子 (ecdysteroid 
receptors FEcR) 和 过 剩 气门 利和 白 Cultraspiracle, USP) 的 
复合 物 结合 成 为 三 聚 体 , 然后 结合 在 DNA 上 ,诱导 
产生 赔 皮 调节 转录 因子 (molt-regulating transcription 
factor, 也 称 为 激素 接受 子 hormone receptor 3, HR3 )， 
由 赔 皮 调节 转录 因子 再 调控 赔 皮 级 联 反 应 的 相关 基 
因 族 表达 (Yao et al.» 1992). BEA VA AT Fe RA 
CHR37 有 多 种 功能 , 它 结合 于 DNA, Asha E H 
必需 的 蛋白 酶 和 几 丁 质 酶 类 表达 , 使 日 表皮 中 的 重 
白质 和 几 丁 质 被 分 解吸 收 ， 同时 阻 次 幼 忠 表皮 蛋白 
表达 。 赔 皮 调 节 转 录 因 子 义 通过 结合 赔 皮 激 素 使 赔 
皮 激 素 水 平 下 降 ， 从 而 反馈 调控 其 自身 表达 ,解除 
对 表皮 和 蛋白 表达 的 抑制 ,开始 形成 新 的 表皮 。 同 
时 , 在 蚁 皮 激 素 下 降 后 , 晓 壳 激素 Ceclosion hormone) 
释放 , 使 日 表皮 脱落 ,多 巴 脱羧 酶 也 在 晓 皮 激素 下 
降 后 出 现 , 合成 表皮 硬化 必需 的 前 体 物 多 巴 胺 ,使 
表皮 完成 又 化 和 硬化 , 因此 赔 皮 调节 转录 因子 是 赔 
皮 级 联 反应 中 的 关键 因子 ,也 可 以 作为 昆虫 进入 虹 
皮 状 态 的 分 子 标记 (Palli et al.» 1996). BEB VAT FE 
录 因 子 可 以 被 晓 皮 激素 或 非 省 醇 类 晓 皮 激素 竞争 物 
诱导 产生 (Palli et al.» 1992; Retnakaran et al .， 
1997?。 目 前 已 经 从 多 种 昆虫 中 克隆 到 了 晓 皮 调节 
转录 因子 , 如 果 蝇 的 DHR3CKoelle et al.» 1992), K 
WIR 的 GHR3. HA E 2 IR AY CHR3 (Palli et al.» 
1996)、 烟 草 天 蛾 的 MHR3¢Palli et al.» 1992) 4%. 

棉铃 虫 Helicoverpa armigera (Hübner) JE T 8% 4 
目 夜 蛾 科 , 危害 棉花 、 玉 米 、 小 麦 等 数 十 种 农作物 ,是 
我 国 和 世界 农业 的 重大 害虫 , 在 我 国 华北 地 区 每 年 
发 生 4~ 5 代 , 每 代 幼 虫 有 6 个 龄 期 ,20 世纪 90 年 代 
大 暴发 ,至 今 造成 很 大 危害 。 据 报道 , 1995 年 中 
花费 在 棉铃 虫 防 治 上 的 费用 达 每 公顷 110 美元 ,每 
年 达 5 亿美 元 (Huang et al.» 2002). BAUS BBA 
中 使 用 的 多 数 化 学 农药 对 环境 和 人 类 健康 有 害 , 迫 


























切 需要 发 展 环境 安全 农药 及 生物 农药 , 探索 害虫 防 
治 新 途径 。 本 实验 室 殉 隆 了 棉铃 虫 赔 皮 调 节 转 录 因 
TEA, 并 对 该 基因 在 棉铃 虫 体内 的 表达 模式 进行 
了 研究 ,证 明 该 基因 仅 在 晓 皮 时 表达 , 非 省 醇 类 赔 皮 
激素 类 似 物 (RH- 化 合 物 ) 可 以 诱导 棉铃 虫 赔 皮 调 节 
FER AF RIK Fe RR ABD FM BLE E He a BL BZ 
(Zhao et al.» 2003). FRAN FED E R oh Re FA AY) 
Bi, BZ Val WT Fe RA FETT EHARA, HY A SA N- 端 
WF ue AA Ae ik AD he A Oe a eR A F 
( Helicoverpa hormone receptor 3, HHR3 是 正确 的 , 并 
用 该 重组 绰 白 制备 了 抗 血清 ,对 棉铃 忠 赔 皮 调 节 转 
录 因 子 在 体内 的 表达 进行 了 检测 , 证 明 该 抗 血清 对 
HHR3 具有 特异 性 ,可 用 于 该 因子 体内 表达 和 功能 
研究 。 


1 材料 与 方法 














1.1 材料 

Tag DNA 聚合 酶 和 限制 性 内 切 酶 为 Takara 
Biotechnology 公司 (中 国 , 大 连 ) 产 品 :DNA 胶 回 收 试 
Fill. PCR 产物 纯化 试剂 使 和 T, DNA 连接 酶 为 
Sangon 公司 (中 国 , 上 海 ) 产 品 ; pGEX-4T-1 表达 系 
统 、Glutathione Sepharose 4B 及 标准 乍 白质 为 
Amersham Biosciences 公司 (英国 , Buckinghamshire)?” 
品 。 辣 根 过 氧化 物 酶 (HRP) 标 记 的 羊 抗 锡 gG 购 于 
北京 中 山 生物 技术 公司 (中 国 , 北京 为 硝酸 纤维 素 腊 
由 浙江 省 四 转生 化 塑料 三 生产 ; 福 氏 完全 佐 剂 .凝血 
酶 和 无 离子 去 拍 剂 CAPS (3-[ cyclohexylamino ]-1- 
propanesulfonic acid) 为 Sigma 公司 (美国 , St Louis) 产 


O 
HF o 


1.2 HHR3 基因 克隆 

用 一 步 法 (Chomezyski and Sacchi» 1987) #2 EX HB 
oF AK ON SE RNA, HERES cDNA 作 模 板 ,用 自行 
设计 合成 的 HHR3 基因 特异 性 引物 (HHR3 EXPF: 5’- 
AGGCGAATTCATGAACAACAACCAG-3'; HHR3 EXPR: 
5'-AGATCTCGAGCTAACCGTGGGTG TAG-3 进行 RT- 
PCR 扩 增 ,条 件 为 :94% 2 min,94% 30 5-53 45 s» 
72% 45 s,34 个 循环 ,72% 10 min, 产 物 经 测序 确认 。 
1.3 HHR3-pGEX-4T-1 重组 表达 载体 构建 

将 纯化 后 的 HHR3 的 PCR 产物 和 pGEX-4T-1 载 
体 分 别 用 EcoR I 和 Xho | XXB8],DNA 纯化 后 进行 
连接 ,转化 大 肠 杆 菌 DH5a, 并 通过 PCR 筛选 和 限制 
性 内 切 酶 验证 ,PCR 测序 确认 重组 质粒 的 融合 表达 
开放 阅读 框 正确 。 
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1.4 HHR3 诱导 表达 

将 HHR3-pGEX-4T-1 重组 质粒 转 入 大 上 肠 杆菌 
BL21 菌株 ,在 LB/Amp( 100 pgfmL) 培 养 基 中 生长 至 
ODg = 0.7; 用 1 mmol/L 的 异 两 基 -B 和 硫 代 半 乳 糖 背 
《IPTG) 诱 导 HHR3 表达 ,37% ,3~S he 
15 包涵 体 变性 、 复 性 及 目的 蛋白 分 离 

包涵 体 变 性 与 复 性 参照 Novagen 公司 蛋白 质 复 
性 试剂 盒 (Protein Refolding Kit) 的 方法 进行 ,收集 诱 
导 表 达 的 BL21 细胞 ,将 细胞 最 浮 在 1 x IB ER 
[20 mmol/L Tris-HCI pH 7.5); 10 mmol/L 乙 二 胺 四 
乙酸 (EDTA)，1% Triton X-I00] 中 ,每 升 培养 细胞 县 
EF 50 mL 缓冲 液 中 ,在 冰 浴 中 经 想 声 波 破碎 细胞 
《 按 仪 器 说 明 书 使 用 ), 至 细胞 悬浮 液 不 粘 笛 为 止 。 
在 10 000x g 离 心 10 min; 去 上 清 液 ,用 0.1 培养 体 
积 的 1 x IB ERLE RE 3 次 ,将 沉淀 溶解 在 变 
E H (50 mmol/L CAPS (pH11), 0.3% N- 
lauroylsarcosine) F , 10 ~ 20 mg/mL, 室温 下 搅拌 至 包 
涵 体 溶解 。 样 品 在 50 倍 体积 复 性 液 [L20 mmol/L 
Tris-HCICpH 8.5), 0.1 mmol/L 二 和 硫 苏 糖 醇 CDIT)7 ] F 
透析 复 性 2 次 ,3 hy 次 ,4% ;再 在 50 倍 体积 无 DTT 的 
缓冲 液 中 透析 2 次 ,3 hf 次 ,4 。10 000x g 离心 10 
min,; 上 清 液 经 过 10 体积 1x BER BE E h GRC PSD 
透析 ,使 pH 成 为 7.3， 再 用 Glutathione Sepharose 4B 
亲 和 层 析 , 方 法 参照 产品 说 明 书 。 
1.6 + hE REE -R A Bit AR RE A Dk SDS- 
PAGE) 

参照 LaemmliCI970) 方 法 进行 。 
1.7 和 蛋白质 测序 

将 重组 HHR3 进行 SDS-PAGE (12.5%) 后 用 电 
转 仪 转移 到 PVDF 膜 上 , 用 Edman 降解 法 在 蛋白 质 
测序 仪 CApplied Biosystem Model 470) E WF 
1.8 多 克隆 抗体 制备 

用 凝血 酶 将 纯化 后 的 GST-HHR3 裂解 ,10 U/mg 
蛋白 质 , 23% iia A 1~ 3 h 4 SDS-PAGE 分 离 GST 
(glutathione S-transferase, @ Bt H FR-S 转移 酶 ) 和 
HHR3 ,将 HHR3 从 胶 上 切 下 ,用 于 免疫 家 兔 。 用 合 
有 200 pe HHR3 的 凝 胶 与 福 氏 完全 佐 剂 充分 研磨 乳 
化 ,皮下 分 点 注射 家 免 , 每 周 1 次 ,3 周 后 用 从 凝 胶 
中 电泳 洗 出 的 蛋白 质 从 耳 缘 静脉 加 强 免 疫 3 次 , 抗 
体 出 现 后 收集 抗 血清 , 分 装 存 放 于 - 20. 
1.9 免疫 印迹 

将 待 检测 的 蛋白 质 样 品 进行 SDS-PAGE 后 用 电 
转 仪 转移 到 硝酸 纤维 素 膜 上 ,将 膜 在 2 多 脱脂 奶粉 
《TBS) 中 封闭 , 加 入 1:10 稀释 于 封闭 液 中 的 免 抗 


HHR3 血清 , 37% 温 育 In 或 4% 过 夜 ,TBS 洗 膜 3 
次 ,每 次 15 min, 加 入 1:10 000 稀释 于 封闭 液 中 的 
HRP 标记 的 羊 抗 免 pG 37°C tik B 1 h, TBS 洗 膜 3 
次 ,每 次 15 min, 加 入 发 色 液 (0.06% 4-0-1-4 HB, 
10% FAR, 6 pL 过 氧化 氢 ,10 mL TR RB PRE. 
标准 乍 白质 与 样品 一 同 进行 SDS-PAGE, 转 膜 后 切 
下 ,用 氮 基 黑 染 色 。 


2 结果 


2.1 RT-PCR 扩 增 HHR3 

通过 RT-PCR 方法 ,用 基因 特异 性 引物 从 棉铃 
RGAE cDNA 中 扩 增 出 一 个 分 子 量 为 1 700 bp 左右 
的 产物 (图 1), 与 目的 基因 大 小 相符 ,经 过 克隆 、 测 
序 及 与 基因 库 中 的 同 源 序列 比较 , 与 果 晶 的 相似 性 
为 69 名 ,与 大 螨 旦 的 相似 性 达 4 多 ,确认 产物 为 由 
上 应 调节 转录 因子 ,命名 为 HHR3¢ Helicoverpa hormone 
receptor 3, GenBank 登录 叶 :ATFf337637)， 开 放 阅 读 框 
为 1 668 bp， 编 码 556 个 氨基 酸 , 含 13 TAHARI 
基 。 经 过 http://www. expasy. ch 中 的 软件 分 析 , 编码 
的 重 白 质 分 子 量 为 62 kD FRA pl 为 6.52, 没有 
言 号 肽 .过 膜 螺 旋 或 N- 糖 基 化 位 点 ,但 在 第 107 至 
133 氨基 酸 为 一 个 保守 的 核 激 素 接 受 子 结合 DNA 的 
特征 序列 。 





图 1 RT-PCR 扩 增 HHR3 的 结果 (1% 琼脂 糖 电泳 ) 
Fig. 1 Amplification of HHR3 with RT-PCR (1% agarose? 
1. DNA Ë DNA ladder: 2. PCR 产物 PCR product: 

3. 阴性 对 照 Negative control. 


2.2 ”HHR3/pGEX-4T-1/BL21 诱导 表达 
将 PCR 扩 增 的 HHR3 插入 pGEX-4T-1, 构建 重 
组 表达 质粒 ,转化 大 肠 杆 菌 BL 菌株 ,经 过 诱导 表 
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达 , 获 得 一 条 高 表达 的 蛋白 带 , 经 过 SDS-PAGE 分 析 
该 蛋白 质 的 分 子 量 约 为 94 kD, 与 预期 的 融和 蛋白质 
分 子 量 接近 ,其 中 GST 为 27 kD. HHR3 的 理论 计算 
值 为 62 kD¢ Al 2). 





图 2 HHR3 诱导 表达 的 SDS-PAGE 结果 
Fig. 2 SDS-PAGE showing the induced expression of HHR3 
1. 标准 清白 质 Standard proteins: 2. 诱导 前 细胞 Not induced: 
3. 诱导 后 细胞 Induced. 每 泳 道 加 样 量 约 100 pg 
12.5 免 胶 100 pg per lanes 12.5% gel. 


2.3 包涵 体 变 性 、 复 性 及 HAR 纯化 

电泳 检测 显示 目的 蛋白 在 起 声波 破碎 的 沉淀 
+, mt RRA BH SA. Ait Ghutathione 
Sepharose 4B RAT th iA EL RI Pe ME BY Se 
白 ,说 明 该 融合 蛋白 形成 了 完全 的 包涵 体 。 大 肠 杆 
菌 表达 的 包涵 体 经 CAPS 变性 ,再 经 Tris-HC] 缓冲 被 





复 性 ,获得 了 可 溶性 的 GST-HHR3 融合 蛋白 ,分 子 量 
为 94 kD。 通 过 Glutathione Sepharose 4B 亲 和 层 析 ， 
将 GST-HHR3 结合 在 柱 上 , 充分 洗 洪 后 用 凝血 酶 在 
柱 上 裂解 后 洗 脱 , 得 到 27 kD 的 GST 和 分 子 量 为 67 
MD 左右 的 HHR3( 图 3)。 经 过 和 蛋白质 测序 ,重组 
HHR3 的 N- 端 氨基 酸 序列 为 : GSPEFMNNNOFHDLF, 
前 面 $ 个 氨基 酸 为 GST 的 部 分 ,后 面 10 个 氨基 酸 是 
HHR3 的 N- 端 序列 , 说 明 表 达 产 物 为 棉铃 虫 晓 皮 调 
节 转 录 因 子 。 

从 每 升 培养 液 获 得 的 包涵 体 中 可 以 纯化 到 20 
mg GST-HHR3 融合 蛋白 ,得 率 为 0.5%(《 表 1) 


表 1 表达 产物 纯化 得 率 (1 工 培养 液 ,诱导 表达 5 hy 
Table 1 Purification of HHR3 at steps(1 L culture solution, 
induced for 5 hours) 


As AR 4R” 


oe T Total protein Yield” 
ep (mg) C%) 
HBF RRB i LAR 
TAN 250 0 
Supemiatant of sonication 
LAR E 
Pellet and inclusion bodies oe a 
SHEL 70 1.9 
Supematant after refolding ) 
来 和 纯化 GST-HHR3 20 


Affinity purification of GST-HHR3 


sBR-SPRSA/AMARRESA. BRR LRP 


没有 检测 到 HHR3, 不 用 于 得 率 计 算 。 

* Yield = Total protein in every step/Protein in pellet and inclusion bodies. 
The supematant of sonication was not calculated because there was no HHR3 
detected. 


GST 


图 3 HHR3 变性 、 复 性 及 纯化 的 SDS-PAGE 结果 
Fig. 3 SDS-PAGE showing the denature» refolding and purification of recombinant HHR3 
1. PREE A M Standard proteins; 2. 诱导 前 细胞 Not induced: 3. 诱导 后 细胞 Induced: 4. 复 性 后 的 包涵 性 Refolding: 
5. 复 性 后 沉淀 Precipitate after refolding: 6. 杀 和 层 析 的 GST-HHR3 Affinity purification of GST-HHR3: 7. HEMME 42/7 fa HI HHR3 
和 GST HHR3 and GST cleaved by thrombin. 12.5% BRE, SIMA) 100 pg EAM 12.5% gel, 100 ug protein per Jane. 
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2.4 HHR3 抗 血 清 制备 及 鉴定 

通过 SDS-PAGE 分 离 纯 化 HHR3, 免疫 家 免 , 获 
得 多 克隆 抗体 。 免 疫 印 迹 结 果 显 示 , 该 抗 血清 可 以 
识别 在 大 肠 杆 菌 中 表达 的 HHR3 和 棉铃 虫 体 内 的 
HHR3。 可 以 看 出 , HHR3 在 5 龄 向 6 龄 暗 皮 的 幼虫 
间 肪 体 中 高 表达 ,在 进入 6 齿 24h 的 幼虫 脂肪 体 中 
含量 明显 下 降 , 在 6 龄 72 h 的 幼虫 中 肠 中 没有 检测 
到 HHR3 表达 。 成虫 卵巢 中 有 HHR3 表达 (图 4)。 


1 2 


3 4 5 6 


<—— HHR3 





4 免疫 印迹 检测 抗体 特异 性 
Fig. 4 Immunoblotting to show the specificity of 
the antibody against HHR3 

1. RES ARC RRP AS BAB Standard proteins: 2. KB 
杆菌 中 表达 的 HHR3 ORE d BS 44 AF fa) Recombinant HHR3 from 
Escherichia coli (cleaved by thrombin): 3. 5 at A. 6 üe MLE ah h AB 
Hit Fat bodies from Sth toward 6th instar molting larvae; 4. IEA 6 & 
后 24 hh ABA {A Fat bodies from 6th instar feeding larvae (24 h post 
molting): 5. 进入 6 a fa 72 h PAG Midgets from 6th instar feeding 
larvae (72 h post molting); 6. MÆ Ovaries from Helicowrpa armigera. 
12.5% AC, Sik BS AAS 20 pg 12.5% gels 20 ug per lane. 


3 Wt 


He pH rAPRRASTRABRABR TSA 
合 DNA 的 基本 特征 ,与 已 知 的 MHR3. DHR3. CHR3 
等 具有 较 高 的 相似 性 。Langelan 等 (2000) 对 烟草 天 
蛾 幼虫 表皮 细胞 中 的 MHR3 的 表达 模式 进行 了 研 
Fi, fe AR ORS ale Se eA BP AS EY j 
模式 ,在 表皮 形成 前 8 h 出 现在 细胞 核 中 ,上 表皮 形 
成 后 消失 , 头 过 爆裂 前 8~9h 出 现 mRNA, 头 壳 爆裂 
后 2~S$h 下 降 因此 提取 RNA HAAN AS 
适 ,才能 获得 HHR3 的 mRNA。 本 课题 前 期 Northern 
分 析 结 果 显 示 ，HHR3 仅 在 旷 皮 变态 时 短暂 表达 , 幼 
虫 脂肪 体 和 中 肠 、 成 虫 卵 巢 等 组 织 中 均 有 HHR3 表 
达 ( 另 文 发 表 ), 可 以 作为 提取 HHR3 mRNA 的 材料 。 

由 于 HHR3 分 子 量 较 大 ， 且 含有 13 SHA 


酸 , 可 能 有 多 对 二 和 硫 键 ,在 原核 生物 体内 表达 有 一 定 
难度 。pGEX-4T-1 融合 表达 系统 已 经 广泛 用 于 异 源 
蛋白 表达 ,有 具有 很 好 地 表达 真 核 生物 基因 的 能 力 , 因 
此 我 们 选择 使 用 该 表达 系统 ,结果 表明 HHR3 在 该 
系统 得 到 了 高 表达 ,但 不 足 之 处 是 形成 了 完全 的 包 
A, BRM AA WR A SiS HS A ast 
离 ,但 包涵 体 的 变性 条 件 通 常 比较 剧烈 ,如 需要 用 高 
浓度 的 腺 或 盐酸 且 才 能 使 包涵 体 变性 溶解 ; 且 多 数 
蛋白 质 在 变性 后 失 活 ,在 复 性 过 程 中 大 多 数 避 白质 
又 重新 形成 不 可 溶 的 聚合 物 , 仅 少 数 恒 白质 可 以 通 
过 一 定 的 条 件 得 到 复 性 , 因此 从 包涵 体 中 纯化 有 活 
性 的 目的 蛋白 非常 国难 ; 特别 是 不 同 的 皇 白 质 有 不 
同 的 变性 和 复 性 条 件 ;因此 ,包涵 体 恒 白质 的 纯化 至 
今 是 大 肠 杆 菌 表达 系统 没有 解决 的 根本 问题 
CAusuble et al.,1995)。 我 们 选择 了 无 离子 去 垢 剂 
CAPS 作为 包涵 体 变 性 剂 ,变性 条 件 较 尿 素 和 盐酸 肌 
温和 , 复 性 时 重 白 质 浓 度 可 以 达到 20 mg/mL, BOAR 
变性 复 性 的 浓度 高 10 倍 , 但 较 高 的 pH WS AI 
性 也 可 能 会 有 影响 。 变 性 的 完全 程度 对 复 性 有 重要 
影响 ,变性 不 完全 会 导致 重 白 质 不 能 复 性 ,造成 目的 
蛋白 不 能 结合 到 Glutathione Sepharose 4B 上 ,使 复 性 
的 重复 性 不 稳定 。 复 性 条 件 是 在 pH 8.5 进行 的 ,在 
灯 和 层 析 前 要 通过 PRS 绷 冲 液 透析 ,将 pH EF 7.3 
才能 使 蛋白 质 吸 附 在 Glutathione Sepharose 4B 柱 上 。 

由 于 抗体 制备 是 用 SDS-PAGE 纯化 的 大 肠 杆 菌 
中 重组 表达 的 HHR3, 切割 凝 胶 做 抗原 时 有 可 能 
入 了 与 该 乍 白 质 位 置 相 同 或 相近 的 大 肠 杆 菌 的 申 白 
质 ,因此 ,免疫 印迹 中 抗体 会 识别 某 些 大 肠 杆 菌 的 蛋 
白质 ,造成 一 些 非特 异性 着 色 , 此 本 以 通过 降低 抗 血 
清 用 量 和 缩短 发 色 时 间 来 减少 非特 异性 产生 。 但 用 
该 抗 血清 对 棉铃 虫 体内 HHR3 进行 检测 时 ,没有 发 
现 非特 异性 着 色 , 说 明 该 抗体 对 棉铃 虫 来 源 的 
HHR3 具有 特异 性 , 这 是 因为 粮 铃 虫 体内 不 含 大 肠 
th SA, AEA EAEAN SDS-PAGE 制备 的 
抗体 可 以 用 于 棉铃 虫 体内 HHR3 时 空 表达 等 下 游 研 
究 。 免 疫 印 迹 显示 棉铃 虫 体 内 的 HHR3 呈现 2~3 
条 带 , 说 明 该 重 白 可 能 有 多 种 形态 存在 。 

由 于 HHR3 的 功能 是 结合 特定 序列 的 DNA, 调 
控 申 皮 级 联 反 应 ,重组 表达 的 HHR3 必须 进入 细胞 
内 才能 发 生 作 用 , 目前 对 HHR3 没有 成 熟 的 功能 ! 
定 方法 ,因此 重组 表达 的 HHR3 功能 检测 是 后 续 研 
究 的 难点 ,但 本 研究 获得 的 可 溶性 重组 重 白 可 以 用 
于 研究 该 转录 因子 结合 的 DNA 及 其 辅助 因子 和 报 
告 基因 。 
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